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ABSTRACT - In this study, the antibacterial activity and mechanisms of bitter orange extract, a natural antibac-

terial agent, were investigated, with a focus on its potential application in washing water for controlling Salmonella

Typhimurium contamination of salad, a ready-to-eat food. The minimum inhibitory concentration (MIC) of bitter

orange extract against S. Typhimurium was determined using the broth dilution method. Subsequently, S. Typh-

imurium was exposed to various concentrations of bitter orange extract (1/16 MIC-2 MIC) and growth curves were

measured. Following treatment with bitter orange extract, we investigated its antibacterial mechanism by measuring

intracellular reactive oxygen species (ROS) levels, alterations in membrane potential and integrity, and nucleic acid

leakage in S. Typhimurium. Additionally, salads artificially contaminated with S. Typhimurium were treated with dif-

ferent concentrations of bitter orange extract using the dipping method for various durations to assess the reduction

effect. The MIC of bitter orange extract against S. Typhimurium was 195.313 mg/L, and bacterial growth was com-

pletely inhibited at a concentration of 1 MIC. Furthermore, an increase in bitter orange extract concentration cor-

related with elevated intracellular ROS levels, membrane potential disruption, membrane damage, and nucleic acid

release. Importantly, salads treated with bitter orange extract exhibited a significant reduction in S. Typhimurium

counts compared to the control, and prolonged treatment times resulted in further reductions in bacterial counts. Bitter

orange extract was more effective than sodium hypochlorite and can be used as a safer salad wash. These findings

indicate the potential treatment of salads to prevent foodborne illnesses.
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건강한 삶의 영위와 영양가 높은 식품에 대한 소비자의

요구가 증가함에 따라 신선한 과일과 채소의 소비는 1980

년대 이후로 크게 증가하였다. 하지만 샐러드와 같은 신

선 식품은 병원성 미생물을 제거하기 위한 가열 단계 없

이 소비되는 경우가 많기 때문에 식중독 발생 가능성이

높다1). 식품의약품안전처가 2019년 발표한 자료에 따르면2)

최근 5년간 발생한 병원성대장균 식중독 원인 식품의 29%

는 채소류로 밝혀졌다. 또한 미국 질병통제예방센터(Centers

for Disease Control and Prevention, CDC)3)에 따르면 2017

년부터 2020년 동안 발생한 식중독 원인 식품 중 과일과

채소는 각각 22건, 20건으로 가장 많았다. 이는 총 식중

독 발생 건수의 32.31%를 차지한다.

Salmonella Typhimurium은 그람음성의 무포자 간균으로

전 세계적으로 가장 빈번한 식품 매개 질병인 살모넬라증

의 원인이다4). 살모넬라증은 주로 동물성 식품으로부터 기

인한다고 알려져 있으나, 신선한 과일 및 채소와 관련된

여러 발병 사례 또한 보고됐다5). 특히 S. Typhimurium은
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물로 쉽게 전파되기 때문에6) 수확, 유통, 조리 과정에서

적절한 관리와 교차오염의 방지가 이뤄지지 않는다면 샐

러드 및 신선한 채소류에서 S. Typhimurium에 대한 감염

이 발생할 가능성이 크다.

차아염소산나트륨(NaClO)은 경제적인 이점으로 인해 현

재 전 세계에서 가장 많이 사용되는 과일 및 채소류의 주

요한 상업적 살균 소독제이다7). 하지만 차아염소산나트륨

과 같은 염소계 살균제의 주요한 단점은 불쾌한 맛과 냄

새가 발생한다는 것과, 잔류염소가 유기물과 반응하여 트

리할로메탄, 할로아세트산과 같은 발암물질을 생성할 위

험성이 존재한다는 것이다8,9). 이러한 합성 살균제에 대한

소비자의 부정적인 인식으로 인해, 식품 산업에서는 보다

안전하면서 살균 효과가 뛰어난 천연 항균제의 개발이 진

행되고 있다10).

감귤류의 추출물은 병원성 미생물의 성장과 생존을 제

어하기 위해 식품 가공에서 광범위하게 사용되는 천연 항

균제이다5). 그 중, 광귤(Citrus aurantium)은 항암, 항비만

, 항불안 등의 생물학 및 약리학적 활성을 가지고 있어11)

복통 및 구토 등 다양한 질병의 치료에 유용하게 사용되

어 왔다12). 또한 다양한 병원성 세균에 대해 항균 활성을

나타낸다. Degirmenci 등13)은 페이퍼 디스크 확산법으로

광귤 추출물이 Escherichia coli O157:H7, S. Typhimurium,

Staphylococcus aureus, Bacilus cereus에 대해 항균 활성을

갖는 것을 확인하였다. 또한 Sandra 등14)은 광귤 추출물이

쿼럼 센싱을 억제해 Campylobacter jejuni의 운동성과 생

물막 형성을 감소시킨다고 하였다.

따라서 본 연구는 샐러드에 존재할 수 있는 S.

Typhimurium을 제어하기 위한 새로운 천연 항균제의 개

발을 목표로, 광귤 추출물을 천연 항균제로 사용하였다.

광귤 추출물이 S. Typhimurium을 효과적으로 제어할 수

있음을 확인하기 위해 S. Typhimurium에 대한 광귤 추출

물의 항균 활성을 평가하였다. 또한 광귤 추출물을 처리

하였을 때 S. Typhimurium에 나타나는 세포막 손상, 세포

내 ROS의 생성, 세포 막전위 변화를 확인하여 광귤 추출

물의 구체적인 항균 메커니즘을 연구하였다. 이후 광귤 추

출물을 실제 식품인 샐러드의 세척수로 적용하여 항균 효

과를 검증하였다. 

Materials and Methods

사용 균주

S. Typhimurium ATCC 14028, 43971 및 19585은 -80oC

에서 50% (v/v) glycerol stock에 보관 중인 균주를 사용

하였다. 실험 시작 전, S. Typhimurium을 tryptic soya broth

(TSB, Oxoid, Basingstoke, UK)에 접종하고 37oC에서 9시

간 동안 배양한 후, 새로운 TSB에 9시간 더 배양하였다.

S. Typhimurium의 세 균주를 1 mL씩 혼합하여 8,000 ×g

에서 15분간 원심분리한 후, 0.85% (w/v) NaCl (saline,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)으로 재현탁하여 최

종 농도를 1.07×108 CFU/mL로 설정하였다.

최소 억제 농도 분석

S. Typhimurium에 대한 광귤 추출물의 최소 억제 농도

(minimum inhibitory concentration, MIC)는 Andrews15)의

실험방법에 수정을 거쳐 액체배지 희석법으로 확인하였다.

96-well microplate (SPL, Pocheon, Korea)의 첫 번째 줄에

2배 농도의 TSB 100 μL를 분주하고, 나머지 well에는 TSB

100 μL를 분주하였다. 그런 다음, 광귤 추출물(Seoul Food

R&D Co., Ltd., Seongnam, Korea) 100 μL를 첫 번째 줄

부터 이배열 직렬 희석하였다. 그 후 S. Typhimurium (1.07

×108 CFU/mL)를 모든 well에 20 μL 접종하고 37oC에서

16시간 배양하였다. 0시간과 16시간에 대한 흡광도를 595 nm

파장에서 분광광도계(Multiskan SkyHigh Microplate

Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Cleveland,

OH, USA)로 측정하였다. 아래의 식을 활용하여 그 차이

가 0.05 미만에 해당하는 최소 농도를 MIC로 결정하였다.

광귤 추출물을 처리한 S. Typhimurium의 성장곡선 분석

성장곡선 분석은 Han 등16)의 실험 방법을 일부 수정하

여 실행했다. TSB에 광귤 추출물을 희석하여 1/16 MIC,

1/8 MIC, 1/4 MIC, 1/2 MIC, 1 MIC, 2 MIC의 항균용액

을 제조하였다. 96-well microplate에 제조한 항균 용액

200 μL를 분주한 후, S. Typhimurium (1.07 × 108 CFU/mL)

40 μL를 접종하였다. 대조군은 saline을 사용하였다. 분광

광도계(Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer,

Thermo Fisher Scientific)를 사용하여 37oC에서 16시간 동

안 595 nm 파장의 흡광도 값을 1시간마다 연속적으로 측

정하였다.

세포 내 ROS 수준 분석

세포 내 활성산소 수준 분석은 Han 등17)의 실험 방법을

일부 수정하여 실행하였다. S. Typhimurium (1.07 × 108

CFU/mL)을 다양한 농도(1/4 MIC, 1/2 MIC, 1 MIC, 2

MIC)의 광귤 추출물로 37oC에서 15분간 처리하였고, 같

은 조건에서 saline으로 처리한 균을 대조군으로 설정하였

다. 이후 처리한 균 1 mL을 최종 농도 5 μM의 5-(and-6)-

chloromethyl-2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl

ester (CM-H2DCFDA, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)와

함께 37oC에서 60분간 암반응시켰다. 이후 8,000×g에서 5

분간 4oC에서 원심분리하고 saline으로 2회 세척하였다. 침

전물을 saline 1 mL로 재현탁한 후, 200 μL을 96-well

black microplate (SPL, Pocheon-si, Korea)로 옮겼다.

Microplate reader (Varioskan™ LUX multimode microplate

reader, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를
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사용하여 활성화 파장 495 nm, 방출 파장 520 nm에서 형

광 값을 측정하였다. 

막 손상도 분석

막 손상도 분석은 Tyagi 등18)의 PI 흡수 분석법에 수정

하여 실행하였다. 앞선 조건에서 광귤 추출물을 농도별로

처리한 균 1 mL과 saline으로 처리한 균 1 mL에 propidium

iodide (PI, Sigma-Aldrich)의 최종 농도가 3.0 μM이 되도

록 첨가하였다. 실온에서 15분간 암반응시킨 후, 8000×g

에서 5분간 4oC에서 원심분리하고 saline으로 2회 세척하

였다. 침전물을 saline으로 재현탁한 후, 200 μL을 96-well

black microplate로 옮겼다. 활성화 파장 493 nm, 방출 파

장 680 nm에서 microplate reader (VarioskanTM LUX

multimode microplate reader, Thermo Fisher Scientific)를

사용하여 형광 값을 측정하였다.

핵산 누출량 분석

핵산 누출량 분석은 Han 등17)의 실험 방법을 일부 수정

하여 실행했다. 앞선 조건에서 광귤 추출물을 농도별로 처

리한 균 1 mL과 saline으로 처리한 균 1 mL을 4000×g에

서 10분간 4oC에서 원심분리하였다. 상층액 200 μL을 96-

well microplate로 옮긴 후 분광광도계(Multiskan SkyHigh,

Thermo Fisher Scientific)를 사용하여 260 nm 파장에서 흡

광도를 측정했다.

막 전위 변화 분석

막 전위 분석은 Hyun 등19)의 실험 방법을 일부 수정하

여 실행하였다. 앞서 언급한 조건에서 광귤 추출물을 농도

별로 처리한 균 1 mL과 saline으로 처리한 균 1 mL에 bis-

(1,3-dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol (DiBAC4(3),

Invitrogen, Karlsruhe, Germany)을 첨가하여 최종 농도가

1 μg/mL이 되도록 하였다. 37°C에서 15분간 암반응시킨

후, 8000×g에서 5분간 4°C에서 원심분리하고 saline으로

2회 세척하였다. 침전물을 saline으로 재현탁한 후, 200 μL

을 96-well black microplate로 옮겨 활성화 파장 488 nm, 방

출 파장 525 nm에서 microplate reader (VarioskanTM LUX

multimode microplate reader, Thermo Fisher Scientific)를 사

용하여 형광 값을 측정하였다.

샐러드 세척수로써 광귤 추출물의 적용 가능성 평가

샐러드 10 g에 S. Typhimurium (1.07 × 108 CFU/mL)

100 μL를 인위적으로 접종한 후, 실온에서 1시간 동안 건

조시켰다. 이후 1/4 MIC, 1/2 MIC, 1 MIC, 2 MIC의 농

도의 광귤 추출물에 0분, 5분, 15분, 30분의 처리시간 동

안 샐러드를 침지 방법으로 처리했다. 대조군은 saline에

같은 시간 동안 침지 처리하였다. 처리한 샐러드는 saline

으로 옮겨 Pulsifier II (microgen Bioproducts, Camberley,

UK)로 30초 동안 균질화를 진행했다. 균질화한 시료를 십

진희석하여 xylose lysine deoxycholate agar (XLD,

DifcoTM, Franklin Lakes, NJ, USA)에 접종해 37oC에서 16

시간 배양한 후, S. Typhimurium의 콜로니 수를 계수하였다.

통계 분석

모든 실험은 3회 반복되어 수행되었으며 측정값은 평균

±표준편차로 표시하였다. SPSS software (Statistical Package

for Social Sciences; v.25.0; SPSS Inc, Chicago, IL, USA)

를 사용하여 모든 매개변수에 대해 <0.05의 P값에서 분산

분석을 사용하여 유의미한 차이를 평가하였다. 

Results and Discussion

광귤 추출물의 항균 활성

액체배지 희석법으로 확인한 S. Typhimurium에 대한 광

귤 추출물의 최소 억제 농도는 195.313 mg/L이었다. Suntar

등12)에 따르면, 광귤 추출물의 화학적 구성 요소는 페놀

화합물과 테르페노이드, 비타민, 미네랄 등이며, 이중 가

장 주요한 구성 요소는 테르페노이드 계열인 리모넨

(limonene)이다. O'Bryan 등20)에 따르면 S. Typhimurium에

대한 limonene의 최소 억제 농도는 10000 mg/L으로 본

연구에서 나타난 광귤 추출물의 최소 억제 농도인 195.313

mg/L보다 훨씬 높은 농도이다. 따라서 limonene보다 광귤

추출물의 항균력이 더 강함을 알 수 있다. Freeman 등21)

은 당귤(Citrus sinensis)에서 발견되는 페놀성 화합물 간

의 시너지 효과를 산소 라디칼 흡광도법을 활용하여 확인

하였다. 이를 통해서 limonene 단독 사용 시의 항균력보

다 광귤 추출물의 항균력이 더 강한 것은 광귤 내 다양한

화합물 간의 시너지 효과로 인한 것임을 짐작해 볼 수 있다.

Fig. 1은 16시간 동안 1시간 마다 595 nm에서 흡광도를

측정하여 나타낸 S. Typhimurium의 성장곡선이다. 성장곡

선 분석을 통해 다양한 광귤 추출물 농도에서 S.

Typhimurium의 성장이 얼마나 저해되는지 확인하고자 하

였다. 박테리아의 성장은 유도기, 대수기, 정지기, 사멸기

를 거쳐 일어난다22). 대조군과 1/16 MIC, 1/8 MIC 및 1/

4 MIC를 처리한 S. Typhimurium은 약 1시간의 유도기가

지난 후 대수기에 진입하였다. 1/2 MIC를 처리한 S.

Typhimurium의 유도기는 약 2시간으로 더 낮은 농도로 처

리한 시료에 비해 지연된 것을 확인할 수 있었다. 반면 1

MIC와 2 MIC를 처리한 S. Typhimurium은 16시간이 지

난 후에도 대수기에 진입하지 않아 S. Typhimurium 성장

이 완전히 억제된 것을 확인하였다. 광귤 추출물을 처리

한 모든 처리구의 S. Typhimurium 성장 최대값은 대조군

보다 감소하였다. 이러한 결과는 광귤 추출물의 농도가 증

가할수록 S. Typhimurium의 성장을 효과적으로 억제할 수

있음을 나타낸다. Dhakal 등23)이 다양한 염소 농도에서 수
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행한 S. Typhimurium 성장곡선 또한 염소의 농도가 증가

할수록 유도기가 지연되고 성장이 억제되는 동일한 양상

을 보였다.

광귤 추출물이 세포 내 활성산소종 생성에 끼치는 영향

CM-H2DCFDA는 세포의 원형질막을 자유롭게 통과해

세포질에서 가수분해되어 카르복실산염 음이온 형태인

dichlorofluorescein (DCFH)가 된다. 세포 내에 ROS가 존재

하게 되면 DCFH는 산화가 되어 형광 생성물인 fluorescent

2’,7’-dichlorofluorescein (DCF)이 된다. DCF는 495 nm에

서 활성화가 되면 520 nm에서 형광을 방출해 세포 내

ROS 수준을 측정할 수 있다24). 자유 라디칼 및 기타 활성

산소종은 산화 대사의 부산물로 세포 내에서 지질 과산화

와 유전적 돌연변이를 일으켜 세포 사멸을 유도한다25). 따

라서 항균제가 세포 내의 ROS을 증가시킬수록 항균 효과

가 크다.

CM-H2DCFDA를 사용해 측정한 세포 내 ROS 수준 측

정 결과는 Fig. 2에 나타내었다. 1 MIC의 광귤 추출물을

처리한 균의 상대 형광 강도(relative fluorescence unit,

RFU)는 1.76±0.03 RFU로 대조군 0.24±0.01 RFU와 비교

했을 때 유의적인 차이가 있었다(P<0.05). 또한 2 MIC의

광귤 추출물을 처리한 균은 3.36±0.04 RFU으로 1 MIC로

부터 ROS 생성이 큰 폭으로 증가하였다. 따라서 광귤 추

출물 농도가 증가할수록 S. Typhimurium 세포 내 ROS 생

성이 증가하여 더욱 강력한 항균 효과를 발휘한다. 본 연

구 결과와 일치하게, Lu 등26)의 연구에서도 광귤 추출물

을 처리한 Hep3B 세포의 ROS 생성이 농도 의존적으로

크게 증가하였다.

Azhdarzadeh 등27)의 조사에 따르면, 광귤 추출물의 주요

성분은 테르페노이드 중에서도 리모넨과 리나룰인 것으로

나타났다. Liu 등28)의 연구에서 리모넨은 Saccharomyces

cerevisiae에서 ROS를 생성하여 DNA 손상을 유발하고 세

포막 무결성 손상을 일으킨다고 하였다29). 또한 Su 등30)의

연구에서는 Shigella sonnei에 처리한 리나룰의 농도가 증

가함에 따라 세포 내 ROS 수준이 증가하였다. 따라서 광

귤 추출물의 성분인 리모넨과 리나룰에 의해 S. Typhimurium

세포 내 ROS 생성이 유도됨을 짐작할 수 있다.

광귤 추출물이 세포막 손상에 끼치는 영향

PI는 원형질막이 손상된 세포 내로 들어가 DNA와 결합

하여 적색 형광을 방출하므로, 형광 광도는 세포막의 손

상 정도와 세포의 사멸 정도를 반영한다31). 1 MIC의 광

귤 추출물을 처리한 균은 15.56±0.08 RFU로 1.53±0.10

RFU인 대조군에 비해 상대 형광 강도가 약 10배 높았다

Fig. 1. Growth curve analysis of S. Typhimurium with various

concentrations of bitter orange extract. Fig. 2. Effect of bitter orange extract on intracellular ROS pro-

duction in S. Typhimurium, different lowercase letters indicate

significant differences (P<0.05) in relative fluorescence unit.

Fig. 3. Effect of bitter orange extract on membrane damage in S.

Typhimurium, different lowercase letters indicate significant dif-

ferences (P<0.05) in relative fluorescence unit.
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(Fig. 3). 또한 1 MIC부터 상대 형광 광도는 크게 증가해

2 MIC의 광귤 추출물을 처리한 균의 형광 강도는 36.78±0.06

RFU로 나타났다. 따라서 광귤 추출물의 처리 농도가 높

아질수록 S. Typhimurium의 세포막 손상도가 증가하였다.

광귤 추출물이 세포막을 손상시킨다는 것은 핵산 누출

량 측정을 통해서도 알 수 있었다. 세포 내 성분이 누출

되는 것은 세포막 분자 조직의 교란과 가장 직접적으로

관련되며, 세포막 손상 정도는 누출된 성분의 양으로 평

가할 수 있다32). 따라서 세포 내 성분 중 하나인 핵산의

누출량을 측정함으로써 세포막의 손상 정도를 알아보고자

하였다. 1 MIC의 광귤 추출물을 처리한 S. Typhimurium

의 핵산 누출량을 나타내는 흡광도 값은 260 nm에서

0.06±0.01이며, 대조군은 0.02±0.01으로 약 3배 차이가 나

타났다(Fig. 4). 광귤 추출물의 농도가 높아질수록 흡광도

가 유의미하게 증가하였다(P<0.05). 따라서 농도 의존적으

로 세포막의 손상도가 증가하여 핵산 누출량이 증가함을

알 수 있다.

이러한 결과는 다른 연구들에서도 유사하게 보고되었다.

Han 등16)에 따르면 광귤 추출물에 함유된 리모넨은 세포

벽과 세포막을 파괴하여 단백질과 핵산을 누출시키고 ATP

합성을 억제하여 궁극적으로 세포 사멸을 일으킬 수 있다

고 하였다. 또한 Hashemi 등33)은 광귤 추출물 중 페놀 화

합물의 항균 메커니즘이 인지질 세포막을 공격하여 세포

질의 투과성과 누출을 증가시키는 것이라고 하였다. Liu

등34)의 연구에서도, Pseudomonas aeruginosa에 처리한 리

나룰의 농도가 높아질수록 핵산 누출량이 증가하였다. 따

라서 리모넨, 리나룰, 페놀 화합물이 세포막 손상을 유발

하는 광귤 추출물의 주요 성분이며, 이로 인해 S.

Typhimurium의 사멸이 초래된다는 결론을 내릴 수 있다. 

광귤 추출물이 막 전위 변화에 끼치는 영향

DiBAC4(3)은 전압 민감형 형광 염료로 막 전위 측정을

위해 사용된다35). 음이온 전하를 띠는 DiBAC4(3)는 세포

의 극성 내막을 통과할 수 없는 친유성 염료이다. 하지만

탈분극이 일어나면 막 전위가 감소해 수동적 확산으로 세

포 내로 이동해 양전하를 띤 단백질과 소수성 영역에 결

합하여 형광을 방출한다36). 따라서 DiBAC4(3)의 상대 형

광 강도는 세포막의 손상도에 따른 막 전위의 변화를 알

수 있는 척도로 사용될 수 있다. 

DiBAC4(3)로 측정한 막 전위의 변화는 Fig. 5에 나타내

었다. 대조군의 상대 형광 광도는 7.66±0.09 RFU, 1 MIC

를 처리한 균은 298.74±0.91 RFU으로 유의적인 차이가

있었다(P<0.05). 또한 상대 형광 광도는 1 MIC부터 크게

증가하여, 2 MIC를 처리한 균은 366.47±0.52 RFU로 나

타났다. 광귤 추출물의 농도 의존적으로 상대 형광 광도

또한 유의미하게 증가하였다. 정상적인 세포막은 일정한

전위를 유지하지만, 세포막이 손상되거나 투과도가 증가

하면 급격한 이온 변화로 탈분극이 일어나 막 전위가 감

소한다37). 따라서 광귤 추출물을 처리한 균에서 증가된 상

대 형광 광도는 S. Typhimurium의 세포막이 손상되어 막

전위가 감소했음을 의미한다.

광귤 추출물의 성분인 리모넨과 리나룰은 세포의 막 전

위 변화를 일으켜 세포 사멸을 유도하는 것으로 알려졌다.

Liu 등35)의 연구에 따르면, P. aeruginosa에 MIC 농도의

리나룰을 처리했을 때, 막 전위가 감소하여 세포막 탈분

극이 유발되었다. 이는 리나룰이 세포 내 ROS 생성을 촉

진하여 미토콘드리아의 기능 손상을 초래하고 결과적으로

막 전위 붕괴와 세포 사멸로 이어진다는 것을 시사한다38).

또한 Han 등39)의 연구에서는 리모넨을 처리한 S. aureus

의 막 전위가 감소하였다. 이러한 리나룰과 리모넨의 막

Fig. 5. Effect of bitter orange extract on membrane potential in S.

Typhimurium, different lowercase letters indicate significant dif-

ferences (P<0.05) in relative fluorescence unit.

Fig. 4. Effect of bitter orange extract on release of nucleic acids

in S. Typhimurium, different lowercase letters indicate significant

differences (P<0.05) in OD
260nm

.
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전위 변화 유도는 광귤 추출물의 항균 효과에 중요한 역

할을 하는 것으로 보인다. Lee 등40)의 연구에서도 광귤 추

출물 처리가 간세포 암종에서 미토콘드리아 막 전위를 크

게 감소시켜 세포 사멸을 유도함을 보고했으며, 이는 본

연구 결과와 유사하다.

샐러드 세척수로써 광귤 추출물의 적용 가능성 평가

광귤 추출물이 세척수로 사용될 때, 샐러드에 존재할 수

있는 식중독균에 대한 항균 효과를 확인하기 위한 실험을

수행했다. S. Typhimurium (1.07 × 108 CFU/mL) 100 μL

접종한 샐러드를 농도별(1/4 MIC, 1/2 MIC, 1 MIC, 2

MIC) 광귤 추출물 세척수에 각각 시간별(0, 5, 15, 30분)

로 침지 처리하여 S. Typhimurium 저감화 정도를 확인했

다. 모든 처리 시간에서 saline에 침지한 대조군에 비해 광

귤 추출물 세척수에 침지한 처리구는 세균수가 유의미하

게 감소했다(Fig. 6). 또한 1 MIC와 2 MIC 농도의 광귤

추출물 세척수에 0분, 30분 동안 침지한 샐러드의 세균 수

의 차이는 약 0.98 log CFU/g, 1.31 log CFU/g으로 30분

동안 S. Typhimurium 수가 지속적으로 감소한 것을 알 수

있다. 이로써 광귤 추출물이 실제 식품인 샐러드에서 S.

Typhimurium 감소에 효과가 있음을 확인했다. 이는 식품

에서 S. Typhimurium로 인한 식중독을 억제하는데 잠재적

인 적용 가능성을 나타낸다.

Takeuchi 등41)에 따르면, E. coli O157:H7이 접종된 양

상추를 200 mg/L의 차아염소산나트륨으로 5분간 처리했

을 때 0.7-1.0 log CFU의 세균 수 감소가 나타났다. 또한

Kondo 등42)은 자른 양상추를 200 mg/L의 차아염소산나트

륨에 3회 세척하였을 때, 토착 세균 수가 0.9 log CFU 감

소했다고 하였다. Gurtler44)의 조사에 따르면 20-600 mg/L

의 차아염소산나트륨으로 신선 농산물을 30초에서 10분

동안 처리했을 때, S. Typhimurium 및 E. coli, Listeria

monocytogenes와 같은 중온성 박테리아의 감소는 0.5-2.0

log CFU로 평균 감소율은 1.24 log CFU이었다. 본 연구

에서 1/4 MIC-2 MIC 농도(50-390 mg/L)의 광귤 추출물

로 5분에서 15분 동안 처리했을 때, S. Typhimurium의 감

소는 0.55-2.52 log CFU로 나타났으며, 평균 감소율은 1.26

log CFU로 나타났다. 따라서 광귤 추출물은 차아염소산나

트륨과 비교하였을 때, 균주와 식품에 따라 유사하거나 더

강한 항균 활성을 보임을 알 수 있다. 이는 광귤 추출물

이 샐러드 세척에 있어 차아염소산나트륨을 대체할 수 있

는 잠재력이 있음을 시사한다.

Conclusions

본 연구는 S. Typhimurium에 대한 광귤 추출물의 항균

활성 및 항균 메커니즘을 탐구하였다. 광귤 추출물의 최

소 억제 농도는 195.313 mg/L으로 S. Typhimurium의 세

가지 균주에서 모두 효과적인 항균 활성을 보였다. 또한

광귤 추출물은 세포 내 ROS를 증가시켜 세포막 손상 및

투과성 증가를 유발하고, 이는 막 전위 변화와 세포 내 물

질 누출을 초래하여 세포 사멸을 일으키는 항균 메커니즘

을 가진다. 마지막으로 광귤 추출물을 실제 식품인 샐러

드 세척수로 적용하는 실험을 통해, 광귤 추출물이 식품

에서 S. Typhimurium에 대한 잠재적인 억제제로 사용될

수 있음을 확인하였다. 이러한 광귤 추출물의 항균 활성

은 이전 연구에서 보고된 차아염소산나트륨과 비교했을

때 유사하거나 더 강한 것으로 나타났다. 천연 항균제인

광귤추출물은 차아염소산나트륨 사용 시 발생하는 주요

문제점인 잔류염소로 인한 발암물질 생성 위험이 없어 소

비자들에게 안전한 식품을 제공할 수 있다. 이는 광귤 추

출물이 차아염소산나트륨의 단점을 극복하면서도 효과적

인 항균 활성을 갖는 샐러드 세척수가 될 수 있음을 시사

한다. 따라서 광귤 추출물은 샐러드와 같은 가열하지 않

고 섭취하는 생채소의 세척수로 활용되어 식중독의 발생

을 미연에 방지하는데 기여할 수 있다. 

국문요약

본 연구에서는 천연 항균제인 광귤 추출물의 항균 활성

과 항균 메커니즘을 조사해 즉석섭취식품인 샐러드에서

Salmonella Typhimurium을 제어하기 위한 세척수로써 적용

가능성을 평가하였다. 액체배지희석법으로 S. Typhimurium

에 대한 광귤 추출물의 최소 억제 농도(MIC)를 구했다.

그런 다음 다양한 농도(1/16 MIC-2 MIC)에 해당하는 광

귤 추출물에 S. Typhimurium을 접종하고 성장곡선을 분석

해 대조군과 성장값을 비교하여 항균 활성을 확인하였다.

Fig. 6. Reduction effect of bitter orange extract on S. Typh-

imurium inoculated in salads by concentration (1/4 MIC, 1/2

MIC, 1 MIC, 2 MIC) and time (0, 5, 15, 30 min), different lower-

case letters indicate significant differences (P<0.05) in log CFU/g

of S. Typhimurium.
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광귤 추출물을 처리한 후, S. Typhimurium의 세포 내 활

성산소종 수준과 막 전위 및 손상도의 변화, 핵산 누출량

을 측정하여 광귤 추출물의 항균 메커니즘을 확인하였다.

최종적으로 S. Typhimurium을 인위적으로 접종한 샐러드

에 다양한 농도의 광귤 추출물을 다양한 시간 동안 침지

방법으로 항균 처리하여 저감화 효과를 확인했다. S.

Typhimurium에 대한 광귤 추출물의 MIC는 195.313 mg/

L으로, 1 MIC와 2 MIC의 광귤 추출물은 S. Typhimurium

의 성장을 완전히 억제하였다. 광귤 추출물의 처리농도가

높아질수록, 세포 내 ROS 수준과 막 전위, 막 손상도 그

리고 핵산 방출량은 증가하였다. 마지막으로, 세척수인 광

귤 추출물의 농도가 높고 처리 시간이 길수록 샐러드의 S.

Typhimurium의 수가 감소하였다. 따라서 광귤 추출물은 S.

Typhimurium를 효과적으로 제어할 수 있음을 입증했다.

광귤 추출물은 차아염소산나트륨과 비교하였을 때 효과적

인 항균 활성을 보이며 안전한 샐러드 세척수로 사용될

수 있다. 이는 샐러드와 같은 식품에서 광귤 추출물이 식

중독 발생을 미연에 방지하는데 기여할 수 있음을 시사한다.
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